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第 1 章では， (hCT [G]) 融合タンパク質に陽電荷を持つアルギニンを含むアミノ酸配列を挿入し，その等電点を変
化させることで，封入体として多量に生産される (hCT [G]) 融合タンパク質が作成できることを示している。また，
V8 プロテアーゼを用いて，融合タンパク質から (hCT [G]) を切り出すには， 5M 尿素存在下で反応を行う必要があ
り，その際には，尿素失活のため多量の V8 プロテアーゼが必要となることを示している。
第 2 章では，大腸菌による V8 プロテアーゼの生産方法を検討している。 C末端領域を欠失させた V8 プロテアーゼ
誘導体をサンドイツチ型の融合タンパク質とすることで，-E!.不活性な状態の V8 プロテアーゼ誘導体を生産し，その
後大腸菌 OmpT プロテアーゼを作用させて，再活性化を図る方法により，大腸菌にとって致死的な V8プロテアーゼ誘
導体が，効率よく生産できることを示している。
第 3 章では， V8 プロテアーゼ誘導体遺伝子をランダム変異処理して，尿素耐性を持つ 3 種類の V8 プロテアーゼ誘
導体を得ている。得られた 3 種類の変異酵素についてそれらの変異部位および諸性質を調べている。
第 4 章では，第 3 章で得た 3 種類の変異を組み合わせることにより， 5M 尿素に対する安定性が，相加的に上昇した
酵素が作成できることを示している。本酵素を用いることで融合タンパク質の切断に必要な酵素添加量を削減できる
ことを示し，切り出し酵素の尿素耐性化が効率的な (hCT [G]) 生産に有効であることを示している。



















(3)V8 プロテアーゼ誘導体で (hCT [G]) 融合タンパク質を切断するためには，尿素存在下で反応させる必要がある
が，そのために V8 プロテアーゼ誘導体の尿素耐性を向上させた変異遺伝子を取得している。遺伝子を解析し，最も
耐性強化に有効な遺伝子配列を提案し実験によって確認している。
(4)微生物による上記タンパク質の合成を制御するために新規な温度感受性/lac リプレッサー遺伝子を取得し，その諸
性質を調べた後，熱誘導が可能なプロモーターを利用する遺伝子発現系を設計している。その結果，培養温度を操
作することで容易に遺伝子発現を制御でき，微生物生産を最適化できることを示している。
以上のように，本論文は，大腸菌によるペプチド生産における遺伝子操作的技術を用いた生物生産プロセスの上流
操作設計に関する新しい提案を行っており，微生物工学に貢献するところが大きしユ。よって本論文は博士論文として
価値あるものと認める。
